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IgG 抗体産生糸 に お い て 抗原(Keyholelim pet he m o cya nin, K L H)特異的 で あ り, か つ 遺伝的拘束性(H-2b) を有する抑
制 丁細胞因子 に つ い て , そ の 生 化学的解析 を試み た . 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (idiotype,Id) 陽性抑制 丁細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ
(34S-281)ほ , 通常は 静1L ともい え る状態 に あり抑制活性を有 しな い が , Id陽性抑制丁細胞因子ある い は 一 部の 抗 K L H抗体 に
よ っ て活性化 され , 上 記の 抑制因子を産生す る よう に な る . こ の 分泌性 の 抑制因子を陰イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー , ゲ ル
濾過 お よ び逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用い て精製 した . また カ ラ ム操作後, 抑制活性を有する分画を sodiurndode cyls ulfate
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法(s odiu m dode cylsulfate polya cryla mide gelele ctr ophor esi , S D S-P A G E) ある い ほ 等電点
電気泳動法に て解析 し, 抑制因子の 分子量お よ び等電点を測定 した . そ の 結果 , 抗Id陽性抑制 丁細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 由来の 田
子 の 分子量ほ 22-37 kilodato n(K d)で あり等電点は pH 6.0 - 6.1で ある こ とが 判明 した . さ ら に , こ の 抑制活性 を上 記の 操作
に よ り1.5×10
4
倍 ま で 洩縮 し得た . 一 九 活性化抗 Id陽性抑制 丁細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ の メ ッ セ ン ジ ャ ー R NA (m es s e nge r
R N A, m R N A) を ラ ビ ッ ト 網赤血 球 ライ セ ー ト を 用 い て 得 た 蛋白質も , 抗原特異的か つ 遺伝的拘束を有す る抑制活性を 示 し ,
S D S-P A G E お よ び等電点電気泳動法を用い た解析 で , ハ イ ブ リ ド ー マ か ら分泌 される蛋白質と同様 の 分子量お よ び等電点 を
示 した . 以上 の 結果は , こ の 抑制因子が 一 本鎖か ら構成 され , 生物学的活性 を示 すに ほ糖鎖 の 関与を必 要と しな い こ と を 示 唆
して い る . さ らに , 活性化 お よ び非活性化 ハ イ ブ リ ド ー マ の それ ぞれ か ら m R N Aを 抽出 し, これ ら と 35S-メ チ オ ニ ン を 含む ア
ミ ノ 酸を 用 い て 試験管内で合成 した 蛋白質を 二 次元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法に 展開し比較した . こ の 結 果. 活性化
ハ イ ブ リ ド ー マ 由来の mR N A産物 で は非活性化 ハ イ プ リ ド N マ 由来の そ れ に 比 して , 新た な 2 つ の ス ポ ッ トが 出現 して い る
こ とが 判明 した . した が っ て , こ れ ら の う ち 一 方の ス ポ ッ ト に 相当す る蛋白質が抗原特異的か つ 遺伝的拘束を 示 す抑制細胞因
子であ る可 能性がある と 考え られ る .
Key w ords antトidioty pIC Sup PreSOr T cell hybrido m a, S uP PreSS Or fa cto r, K L H-SPe Cific,
bio che mic al a nalysIS
抗 体塵 生 の 抑制 は機能 の 異 な る い く つ か の 抑 制 丁 細胞
(s up pr eso rT ce1 , Ts) の 相互 作用 に よ り調節 され て お り , 特
に , 抗原特異的 な Ts が 抗原特異的か つ 退伝的拘束を有する抑
制活性 の 発現 に 重要 な働き を担 っ て い る こ と が 知 ら れ て い
る1卜 3一. こ れ ま で に , 合 成 共 重合 体 しgluta mic a cid60-し
aIa nin e30-I; tyr OSin elD(G A T), ハ プテ ン 4-hydro xy-3-nitr ophe ny-
トa c etyl (N P), a ZObe n z e n a rs o n ate (A B A) お よ び keyhole
lim pethe m o cya nin(K L H)な どの 抗原を 用 い て 抑制 サ ー キ ッ ト
の 解析が な され , 免疫応答の 抑制活性発現に 機能の 異な る 3 つ
の タ イ プ の Ts が 関与す る こ と が 明 らか に され て きた
4)
. こ の う
ちの 2 つ は , 抗原結合活性を有す る イ デ ィ オ タ イ プ (idiotype,
Id)陽性 Ts と , それ と相補的 レ セ プ タ ー 構 造を 有す る抗イ デ ィ
オ タ イ プ (a nti-idiotype, a nti一Id) 陽性Ts で あり , 両者 とも抑制
サ ー キ ッ トの 初期相 にお い て , 抗原特異的 で 遺伝的拘束を有す
る抑制活性 を媒介す る . こ れ らの 細胞が イ ン デ ュ ー サ ー Tーs と
呼ばれ る の に 対 し, もう1 つ は エ フ ェ ク タ ー て s と呼ば れ , こ
の タ イ プ の T細胞 は抗原結合能を有す る に もか か わ らず , 抗原
非特異的で遺伝的拘束を 示 さな い 抑制活性に関与 して い る . さ
ら に , こ う い っ た 抑制機能 は Id陽性 Ts お よ び 抗一Id 陽性
Ts か ら分泌され る抑制困 了･ (リ ン フ ォ カ イ ン ; S uP pre S S OrT
c ell fa cto r, TsF )に よ っ て 発揮 され , こ の 抑制因子に よ っ て 抗
原特異性 およ び遺伝的拘束性を有す る抑制 が発現す る こ とも明
ら か と な っ て い る .
免疫 調節機構を分子 レ ベ ル で 解明 す るた め , 我 々 は K L Hを･
免疫 した C 57B L/6 マ ウ ス 由来の 肺細胞 と B W 51 47 胸腺腫細胞
と を細胞融合させ , K L H特異的 な T細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作
製 した5). これ らの ハ イ ブ リ ド ー マ を検索 し 2 つ の タ イ プ の イ
ン デ ュ ー サ ー Tーs , つ ま り K L H特異的な Id陽性 Ts ハ イ ブ リ
ド ー マ (34S-18) お よ びそ れ と相補的な レ セ プ タ ー 構造 を 有す
る抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ (34S,281)を 同定 し得た . Id陽
性 Ts ハ イ ブリ ド ー マ は K LH 結合能 を 有す る の に 対 し , 抗
-Td 陽性 Ts ハ イ ブリ ド ー マ は KLH 結合能 を持たな い が , そ の
細 胞表面に K L H様構造 を 有す る と 考 え られ た6) , ま た ,
34S-1 8の 培養液中に は , 抗原 (K L H) 特異的か つ 遺伝的拘束
(H-2b) 性を 示 し抗体産生 を 抑制す る モ ノ ク ロ ー ナ ル な TsF
､
(K L H-Spe Cific TsF; TsF.)が分泌 され , こ の 因子が , 抗体産生
A bbr eviations :AntipId, a nti-idiotype; D N P, 2,4-dinitr ophe n ol; 2-D E, tWO -dim e ntio n al gel electrophor esi ;
G A T
, Lgluta mic acid- Lalanine 一 しtyrosin e; Id, idioty pe; IE F, is oele ctric focu sing ;K d, kilodalto n; K L H,
keyhole lim pet he m ocya nin ; O D, Optic al de nsity ;0 V A, O V albu min; P BS, pho sphate buffer ed salin e; P F C,
2を 測定 す る系 で あ る溶 血 索塵生細 胞 (plaqu e-for ming c ell,
P FC) の 溶血 反応 に お い て , 生 体 内 お よ び 試験管 内 で の ,
2,4-dinitr ophe n ol(D N P) に 対す る 二 次の IgG 抗体産生を抑制す
る こ と が 明らか に な っ た . さ ら に , こ の TsFl は 45kilodato n
(Kd)と 28 K dの 2本 の ポ リ ペ プチ ド鎖か ら構成 され , 45 K dの
鎖 に 抗原結合能 があ り, 28 K dの 鎖 は トJ 陽性分子 で 遺伝的拘束
性 を伝達する こ と が 明 ら か とな っ た
7)
.
一 方 , 抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ (34S-281)は 通常は静止
の 状態に あ り何ら の 抑制活性をも示 さ な い が , 34S-1 8由来 の
K L H特異的 TsF. あ る い は 抑制活性 を有す る い く つ か の 抗
K L H抗体(抗K L H-26抗体) で 活性化 され , 新 し い 抑 制因子
(TsF2) を産生 L, 抗原 が 存在せず とも抗原特異的か つ 達伝的拘
束を示 す抗体塵生の 抑制 を行う こ と が 明らか とな っ た
8l･8l
. し か
し , こ の 34S-281の 分泌す る TsF2 の 分子構造は い ま だ 明ら か
に され てい な い . そ こ で , こ の TsF2 の 生化学的解析を 試み る
に あた り , 活性化 され た 34S-281ハ イ ブ リ ド ー マ を無 血清培養
液で培養 した が , こ の 条件下でも TsF2産生能が 消失せ ず , こ
の TsF2に よ っ て 抗 K L H IgG 抗体産生が抑制され る こ とを 確認
し得た , こ れは 培養上清 よ り TsF2 を精製す るに あた り 培養液
中 の 他の 蛋白質の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン を 避け るた め に 非常 に 有
利 な こ と で ある .
今回 , 抗 -Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ か ら分泌 され る TsF2の
生化学的特性 お よ びそ の 分子学的解析 を行 っ た の で 報告す る.
材料お よ び方法
l . 実験動物
C 57B L/6 マ ウ ス (主要鼠織適合抗原汀2
b
) お よ び B A L B/c
マ ウ ス (主要阻織適合抗原H-2d)(日本 エ ス エ ル シ ー , 浜松) を使
用 した .
Ⅱ . 抗 原
Keyholelimpethe m o cya nin(K L H)(カ ル ビオ ケ ム ー ベ ー リ ン
グ社 , サ ン デ ィ ェ ゴ , 米国)お よび Ov albu min(O V A) (シ グ マ
社 , セ ン ト ル イ ス , 米国) を ア ル カ リ下で そ れ ぞれ 2,4-dinitr o-
be n z e n es ulfonic a cid とカ ッ プ リ ン グ さ せ た (D N P-K L H,
D N P-O V A).
Ⅲ . 抑制 丁細胞ハ イ ブ リ ド ー マ
マ ウ ス 胸腺腫細胞(B W5147) と C 57B L/6 マ ウ ス の K L H刺
激脾 丁細胞と の 融合株を使用 した
9‖0)
.
1d陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー
マ (34S-18)お よび 抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ (34 S-281)を
10% ウ シ 胎児血清添加 RP M I 1 640培養液(ギ ブ コ 社 , グ ラ ン ド
ア イ ラ ン ド , 米国) に て 培養 した .
Ⅳ . 坑 -Id 陽性抑制 丁細胞 ハ イ ブ リ ド ー マ の 活性化
抗-Id陽性 Ts ノ､ イ ブ リ ド ー マ の 活性 化法 は , 従来 の 方法 に 基
づ い た
6)･8). 1× 107 個の 34S 戎81細胞を 3×1 06個 の 34 S-18細胞
か ら得 た 培養上 清 (K L 片 TsFl) ある い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
K L H-26抗体(1FL g/ml) と 4 ℃, l時間培養 の 後 ! 洗浄 して
K L H- TsFl ある い は 抗 K L H抗体を取 り除き , 10p g/mlウ シ イ
ン ス リ ソ (シ グ マ 社), 10〃g/ml ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ソ (シ グ マ
社) お よ び 1 0
~ 8
M ノ＼イ ドロ コ ル チ ゾ ン (シ グ マ 社)を 加えた無
血清 R P M I培養液 に て培養 L た. 7 2時 間後そ の 培養上清を 回収
し TsF2 と して解析 を行 っ た .
Ⅴ . 抑制 丁細胞因子の抑制活性の測定法
抑制活性 の 測定は従来 の 方法 に 従 っ た1 0). C 57B L/6 お よ び
B A L B/c マ ウ ス に そ れ ぞれ 10 0〃 g の D N PLK L Hあ る い は
D N P-0 V Aを 1×109の 百 日咳菌 ワ ク チ ン ( 千葉血清研究所 , 千
葉) と共に 免疫を施す . 4週後 に そ れ ら の マ ウ ス の 脾細胞 を取
り出 して 単細胞浮遊液と し, こ の 脾 細胞 (1. 6× 108) を4 8穴 プ
レ ー ト(Co ster3 548, コ ー ス タ ー 社 , ケ ン ブ リ ッ ジ , 米国)を 用
い て10% 非働化ウ シ 胎児 血清添加 R P M I 1640溶液 0.4 血 に
0 . 0 1p g/mI の D N P-K L H ま た は D N P-O V Aを 加 え て
M ishell-Dutto n 培養系(37 ℃, 0.5% C O2) の 中で 5 日 間培養 し
た . 培養開始時 に 上 記の K L H-TsF2 を 含 む 培養上清 を 20iLl/
W e11加え , 抑制活性 ほ D N P をカ ッ プ リ ン グ させ た 羊赤血球 を
用 い た 抗-D N PIgG P F C数 で 算出 した . なお , 各精製過程 で の
抑制活性 を , 培 養上 清に 含ま れ るIgG 産生抑制活性の 50% 抑制
を 示す濃度 を 1 単位と した 上 で , 50% 抑制を 示 す希釈濃度の 逆
数か ら単位 で表示 した .
Ⅵ . ク ロ マ トグ ラフ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 実 験 は す べ て P har m acia fa st
protein liquidchr o m atogr aphy(F P L C)syste m (フ ァ ル マ シ ア
L K B社, ウ プ ス ラ , ス ウ ェ ー デ ン) を 使用 した .
活性化 34S-281ハ イ ブ リ ド ー マ の 培養上 清(15 リッ ト ル)を ,
Mo n oQ 陰イ オ ン 交換 カ ラ ム を 用 い て分画 し , 抑制 因子の 濃縮
を行 っ た . 各 分画の 抑制活性 を 上 記方法に て 測定 し, 活性 の あ
る分画(培養上清10 リッ ト ル 相 当)を さ らに Super os e6 カ ラ ム
を 用 い て ゲ ル 濾 過を 行 っ た . ま た , 陰イ オ ン カ ラ ム で の 抑 制活
性の ある 分国の 一 部を 用い て ク ロ マ ト フ ォ カ シ ソ グ (M o n oP
カ ラ ム 使用) を 行 っ た . さ ら に , ゲ ル 濾過 に て 抑制活性 を有す
る分画( 培養上清4.6 リッ ト ル 相当) を逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に て 精製 し , S Odiu m dode cyls ulfate ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
電 気 泳 動 法 (sodiu m dode cyl s ulfate polya cryla mide gel
ele ctr ophor esi , S D S-P A G E) に て 分画 した . 各分 画ほ 直ち に
気的 に 溶出 させ , そ れ ぞれ の 抑制活性 を測定 した . ま た , 各分
画に 含 まれ る蛋白濃度ほ , du al be a mflowthr o ugh U V-abs orp-
tio m eter(Single path m o nitorU V-l, フ ァ ル マ シ ア L K B杜)
を 使用 し , 280n m の 吸 光度か ら算出 した .
(刃 陰イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー : 活性化 34S-28lハ イ
ブリ ド ー マ の 培 養上 清を 20m M ト リ ス 緩衝液 pH 7.0で 透 析
し , あ らか じめ 同 じ緩衝液 に て平衡化 した Mo n oQ prepa cked
colum n H R 5/5 に 吸 着 させ た 後, 1 M NaC l を含む 2 0m M ト リ
ス 緩衝液 pH7.0 で 1ml/min の 速度 で O M か ら1 M の 直線勾配
に て 溶出 した .
(B) ク ロ マ ト フ ォ カ シ ソ グ : Mo n oQ 陰 イ オ ン カ ラ ム で 抑制
活性 を有 した 分画の 一 部 (培養上清 50ml 相当) を 25m M ト リ
ス 緩衝液 pH 7.1で 透 析後 , 同緩 衝液 で平衡化 した Mo n oP
pr epa cked c olu m nH R 5/20に 流 し, Polybuffer74, pH 5･ 0 を抽
出液と して 0. 7ml/m in の 速度 で 溶出 した . 各 分画 の pH を
pH メ ～ タ ー F 8E(掘場 , 東京) で測定 した ･
(C) ゲ ル 濾過 : M o n oQ 陰イ オ ン カ ラ ム で 分画 した 抑制活性
を有す る分画を , あ らか じ め リ ン 酸 緩衝 食塩 水 (phosphate
buffer ed sal ine, P B S) に て 平衡化 した Super o se6 pr epa cked
c olu m nH Rl O/30を 用 い て , 0.5ml/min の 速度 で ゲ ル 濾 過を
plaqueイo r ming cell;S DS- P A G E, S Odiu m dode cyls ulfate polyacrylamide gelelectrophore sis; Ts, Sup preSS OrT
c ell; TsF, Sup pr eSS OrT cell fa ctor
抑制 丁細胞因子
行 っ た .
(D) 逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー :M o n oQ お よび Super os e6 カ
ラ ム で精 製し た , 抑制活性を有する分酎 こ0.1% ト リ フ ル オ P
酢酸を加 え , これ をあ らか じめ0.1% ト リ フ ル オ ロ 酢酸 含有蒸
留水で平衡化 した Pr o-R P C H R5/2 c olu m nに 吸 着 さ せ た 後 ,
0.1% ト リ フ ル オ ロ 酢 酸を 含む ア セ ト ニ ト リ ル 溶液 を 用 い て
(0 か ら75%の 直線勾配), 0.5ml/m h の 速度 で 溶出 した .
Ⅶ . メ ･ ソ セ ン ジ ャ ー R ＼A (m e ss e nge rR N A, m R N A) の精
製 と無細胞蛋白合成
m R ＼A の 抽 出は C hirgwin の 方 法 に 従 っ た‖
一
､
. 1×109 の 抗
-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ 細胞 を 2 つ に 分け , 一 方 ほ培養液 で
(非活性化), 他方は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 K L H抗体で (活性化)イ
ン キ エ ペ ー シ ョ ソ した . 非活性化 お よ び活性化 ハ イ ブ リ ド ー マ
細胞 を そ れ ぞれ 4M gu anidin u m thio cya n ate 溶 液 で ホ モ ジ
ネ ー 卜 し, 1 8 G注射針で D N A を切断 した . ホ モ ジネ ー ト した
溶液を 5.7 M CsCl液 に 重層 し , ス ウ ィ ン グ ロ ー タ ー HI T A C HI
R P S40 T( 日立, 東京) に て 36000rpm , 20 ℃, 12時 間, 超遠心
分離を行 っ た . R N A を含む沈澱物を フ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム
処理に て 除蛋白 し た後 , オ リ ゴ d T-セ ル ロ ー ス カ ラ ム に 通 L ,
吸着 した m R N Aを 10m M ト リ ス 緩衝液 pH7,5で 抽出 した .































ラ ビ ッ ト 網状赤血球 ラ イ セ ー ト は Pelha m の 方法 で 用意 し
た
Ⅰ2'
. 無細胞蛋白合成系は以下 の よ う に 行 っ た . 網 状赤血 球 ラ
イ セ ー ト 47.4Jll と Ts ハ イ ブ リ ド ー マ の m R N A3jLg を含
む反応糸に 216JICi35S-メ チ オ ニ ン (15〃 Ci/mI, ア マ シ ャ ム 社 ,
バ
ッ キ ン ガ ム シ ェ ア ー , 英国)を混合 し , 30 ℃, 1時間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 後 . 20rnM ethyle n ediamin etetra a c etic a cid
(E D T A)に て 反応を止め た . m RN A翻訳産物 の 特異的放射活性
は , m R N A IFL g に 対 し 3×1 06cpm で あ っ た . ま た ,
mR N A翻訳産物の 抑制活性を調べ るた め , 非標識 メ チ オ ニ ン
で t 同様 の 無細胞蛋白合成を行 っ た .
Ⅶ . ゲル か らの抑制丁細胞因子の抽出
無細胞蛋白合成産物 お よび 逆相 カ ラ ム で 分画 した抑制活性を
有す る分画を S DS-P A G E13}ま たは 等電点電気泳動法(is o ele ct-
ric foc u sing, IE F)川一 に て解析 した . S D S-P A G Eの ゲ ル を 1c m
間隔で 切断 し各々 の ス ラ イ ス を 20 0〃1 の P B S と共 に 透析膜
チ ュ ー ブに 入 れ , Ⅰ2時間 , 100 Vの 電圧で 電気的 に 抽出 した . そ
の 後, 試料を P B Sで 透析 した後 , 抑制活性を希釈倍率を変 え
て 測定 した . 抽出した 試料 の ア ッ セ イ 系に お ける最終濃度は50
FLl/ml(20FLl/w ell) と した. I E Fの ゲ ル は 同様 に 1c m の ス ライ
ス に し , 37 ℃, 12時間, 200〟1 の 蒸留水 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン


































Numbor o† 什a ¢tio n
〔D〕
Fig･ 1･ Fraction atio n of TsF by chr o m atographicalsteps･ Ea ch fr a ction of e v ery chr om atogr aphy w a ste sted forits s uppressive
a ctivityin the in vitr o a nti- D N P IgG P F Cr espon s es･ The a ctivity w as e xpr e ss ed as % s up pre s sio n of IgG re spo n s es(hatched
COlu m n)･ 【A】 Anio n e x cha nge chr o m atogr aphy of Mon oQ c olu m n(H R 5/5). T he c onc entr atio n of NaCl(br oke nline) a nd
O D280(s olid lin e)ar e sho w n･ 【B】 Chr o m atofoc u sing of Mon oP c olu m n(= R 5/20)･ T he pH gTadie nt v alu e m ade by Polybuffe r
(s olid line) w a sdete rmin ed in e v e ryfra ctio n･ 【C】 Gel 王iltr atio n of Super os e6 c olum n (H RlO/30). M ole c ular w eights w e re
dete r min ed by sta ndard pr otein s, a nd O D2 舶(s olid lin e)is sho wn･ 【D】 Re v er sed phas e chr om atography of Pr o-R P Ccolu m n
(H R 5/2)･ Con c e ntratio n 威 a ceto nitrile(br oke nlin e)isin cluded to sho w the gradie nt patte ,n.
4様 に し て抑制活性を 調べ た .
Ⅸ . 二 次元 ポリ 7 クl)ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動法(2-dim e ntio -
n al gel ele ctropho re si , 2- D E)
非平衡 pH 勾配電気泳動法の 方法ほ O Ta rr ellに 従 っ た15). 一
次元 ほ pH 3.5 - 10 とpH 5- 7 の ア ン フ ォ ラ イ ン を 同等畳用
い , PH 勾配 を作製 した . 無細胞蛋白合成産物 30pl(m R N A
O.45〟 g に 相 当) を , 溶解緩衝液 (9.5 M尿 素 , 2 % N P-40,
2%ア ン フ ォ ラ イ ン , 5%2- メ ル カ プ I エ タ ノ ー ル)30′Jlと混
合 し , 500 V で4 時間 , 電 気 泳動 し た . 二 次 元 ほ ゲ ル を
S D S-P A G E試料緩衝液 に 1時間 , 37 ℃で イ ン キ エ ペ - シ ョ ソ
L た後 , 還元条件下 で S D S-P A G E(1 2%ゲ ル) を行 っ た , ゲ ル
は メ タ ノ ー ル/酢酸/ト リ ク ロ ル 酢酸/水(30:10:王0:50) で 固
定 し , E N3H A N C E(Ne w Engla nd Nu cle ar, ポ ス ト ソ , 米国)で
ソ ー キ ン グ し た . オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 一 に は Kodak X線
フ ィ ル ム (ⅩA R-5, イ ー ス ト マ ン コ ダ ッ ク 社 , ロ チ ェ ス タ ー ▲
米 国) お よび イ ン テ ン シ フ ァ イ ヤ ー を 使用 した .
成 績
Ⅰ . 活性化杭 -Id陽 性 Ts 由来 TsF2の 抗体産生系におけ る特
異性 の検討
抗原 D N P- K L Hに 対す る 二 次抗-D N P IgG 抗体を検出す る試
験管内で の 培養系を 用 い て ▲ 抗一Id陽性 Ts よ り産生 さ れ る
TsF2 の 抑 制活性 の 特異性 を 調 べ た . D N P-K L Hあ る い は
D N P-0 V A で免疫 したC 57B L/6 の 脾細胞お よび D N P- K L Hで
免疫 した B A L B/c マ ウ ス の 脾細胞 の 培養系に , 活性化 し た 抗
Do $ e O一 丁$F (トl /mt)
Fig. 2. Spe cific s up pr e ssiv e a ctivity of TsF e n riched bythe
Mo n oQ c olu m n. W ith 15lof c ultur e s upe rn at nt fr o m
a ctiv ated Ts hybrido m a s a s starting m aterials TsF w a s
e n riched in 1mla nd the a ctivity w a s a ss ayed a sde sc ribed
in Materials a nd Methods. Vario u sdos es of the M o n oQ
fr a ctio n17w a s added to the c ultur e of C57 B L/6 sp16e n
C ells prim ed with D N PrK L H(●) or B A L B/c sple e? C e11s
prim ed with DNP- KLH(○). Data sho w % s up pr e s10n Of
a nti- D N P IgG P F Cresponse s. The m e a nP F Cn um ber s
a nd standard deviatio n s of c o ntrol re spo n s eine a ch gro up
W e r e1 51 0 士20(D NP-K LH, C 57BL/6).
a nd 8000±1140
(D N P- KL H, B A L B/c). TsF a ctivity w a s e n riched abo ut
1 200tim esin this partic ular e xpe rim e n
-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ の 培養上 清を 濃度を変えて添加 し,
二 次追加抗原刺激を加え た 後 , 抗-D N P IgG 抗体塵生 を P F Cに
て 測定 した ∴表 1 に 示 す如く , D N P-K L H で免疫 した C5 7B L/
6脾細胞を用 い た場合 , 用量 依存性 の 路D N P IgG 産生抑制 を
認め た が , D N P-0 V A免疫 C 57 B L/6 お よ び D N P-K L H免疫
BAL B/c 脾細胞 を用 い た 場合 で は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養上 清 に
よ る抗体産生抑制は認め られ な か っ た . こ れ ら の こ と は , 抗
-Id陽性 Ts 由来の 抑制因子 が 抗原特異性お よ び 遺伝的拘束性
を有す る事を 示 して い る . な れ 非活性化状態 で の 抗-Id陽性
Ts ハ イ ブ リ ド ー マ の 培養上 清 は抗体塵生に全く影響 を与 え な
か っ た .
1 . TsF2 の 生化学的特性 と精製
K L H特異的 TsF2の 生 化学的特性 の解析 と精製 を ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー の 手法 を用 い て お こ な っ た . 無 血清培養液 で抗-Id陽
性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ を 培養 し , そ の 培 養上帝 を まず陰イ オ ン
交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 通 し, TsF2 の 濃 縮 を 試 み た . 1 M
NaClで O M から 1 M の 直線的塩勾配を用 い て 溶出を行い , 各
分国(1ml) を P B Sで 透 析 した 後 , 各 々 の 抑制活性 を測定 し
た . 図 1 A に 塩 勾 配 と 280n m の 吸 光度 (optic al de n sity,
O D280) お よび PF C法 を 用い た 抗-D N P IgG 塵生抑制(% 抑制)
を 示す . そ の 結 果, 分画1 7(塩濃度0.8 ～ 0.8 5 M)に 主 な TsF 悟
性を 認め , そ の 抑制様式 ほ図 2 に 示 す如く遺伝的拘束 を 示 し
た . また , 陰イ オ ン 交換 カ ラ ム に よ り , TsF 活性は 培養上清 に
Table l. Spe cific sup pr e ssio nby TsF de riv ed fr o mthe a ct･
iv ated Ts hybrido m a
(∈農芸ta nt)
Anti･ D N P lgG P F C/106 cultu reCellsa
C 57 B L/6 B A L B/'c C57BL/6































a. T he a ss ayfo rTsF a ctivity w a sdes cribed in Maie rhl由
a nd Method Va rio u sdo s e s ofc ultu r e s uper n at nt fr o m
the a ctiv ated Tshybrido m a w er e added tothe c ultu re of
C 57B L/6splee n c ells prim ed with D N P-K L H, With D N P-
O V Ao rB A L B/c sple en c ells prim ed with D N P･K L H.
b. T he data sho w m ea nP FC numbers±standard deviations.
Table 2. En richm e nt of TsF by se v e r alchr o m atographic al
StepS





b Pu ri丘c atio n等蒜y
(U) (U/prot占in) (fold) (%)
Cult. Sup, 1.4×10
5 2.1× 102




























a. The end point ofsup pr e ssiv e a ctivity w a sdeter min ed by
fu n ctio n ala s s ay with v a rio u sdo se s ofs a mple s in the in
vitro s e c o nda ry a nti-D N P lgG P F Cre spo n se s asde scribed
in MaieJ滋 ね a nd Meihods. On e unit(U)■ ofs up pr e ssiv e a ct･
ivity co rr espo ndsto TsF giving50% suppre s sio n ofa nti-
D NPlgG P F Cre spo n se s of C 57 BL/6 mic e･ 4･61ite rs ofcul
-
tu re supe rn at nts w e re u s ed sastarting m ate rials･
b. ProteinlC O n C e ntr atio n w a sdeter min ed by OD280.
抑制 丁細胞因子
対 し , 1 200倍 に 濃縮 され た(表2). 次に TsF2の 等電点を決定す
る た め , 陰イ オ ン 交換 カ ラ ム で 分画 した 分画1 7の 一 部 で ,
Mo n oP カ ラ ム を 用い ク ロ マ ト フ ォ カ シ ソ グを 行 っ た . 図1 B に
pH 勾配と掛 D N P IgG P F Cの % 抑制活性を示 した . 分 画1 6
(pH 6･0 - 6･1) で主 に抑制活性を認め , そ の 抑制様式 は抗原特
異的か つ 遺伝的拘束性を有 して い た . さ らに , TsF2 の 分子量を
ゲル 濾過法 お よ び S D S-P A G Eに よ り測定 した . Mo n oQ カ ラ
ム で 分けた分画17の 試料を Super o s e6 カ ラ ム に か け , 各分画
の 抑制活性 を測定 した ･ 図I C に示す如く分画15 に抑制括性 を
認め , そ の 分画 の 分子量は標準蛋白と比較 して , 22 か ら 37 K d
に 相当す る と考えられ た . そ の 抑制様式 は同様 に 抗原特異性を
示 し, 抑制活性は培養上滞に 対 し8100倍 に 濃縮 され て い た (表
2)･ 次に TsF 活性 を有す る Super os e6 カ ラ ム で の 分画15 を さ
らに 逆相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て精製 した . 抽出は ア セ ト ニ ト
リ ル 直線濃度勾配に て 行 っ た . 結果 を図1 D に示す . 抑制活性
は主 に 分画 5 お よび 6 に認め られ , そ の ア セ ト ニ ト リ ル 濃度は
15～ 22･5%で あ っ た . 抑制様式ほ図 3 に 示す如く , や は り遺伝
的拘束性を有 して い た . ま た , 抑制 活性 は培養上将 に 対 し,
15000倍に 濃縮 され た が , 回 収率 は1 0%に すぎな か っ た(表2 ).
こ の TsF 活性を 有する分両の 試料 の 一 部で S D SAP A G Eを 行
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Fig･ 3･ Spe cific s up pr e ssiv e a ctivity of TsF eluted fr o mthe
Pr o-R P Cc olu m n･ Culture supe rn at nts (50ml) fr o m
activ ated Ts hybridom as TsF w a s ap plied to the Mo n oP
COlu m n a nd furthe rfr actio n ated by Pro-R P C(fin al v olu m e
O･5ml)･ T he a ctivity w a s a s sayed a s de s cribed in
Materials a nd Methods . Vario us do se s of TsF w er e
added to the c ultu r e of C 57B L/6 sple en c ells prim ed with
D N P- K LH (●)or B A L B/c sple e n cells prim ed with
D N P- K L H(○). Data sho w the per ce nt s up pr esio n of
a nti-D N P IgG P F Cre spo n s e s. T he m e a nPFC n u mber s
±S Dof
.
the co ntr olre spo n s ein e a ch gr o up w ere1 350士
230(D N P-K L H, C57 B L/6) a nd 15 50 ±50(D N P-KLH,
B A L B/c)･ T he s uppre sive a ctivity w a spartial1y lo st by
the treatm e nt with o rga nic s oIv e nt u sed inr ev er sed- phas e
Chr o m atogr aphy.
5
た ･ 各軸出物 の 抑制活性を同様に 測定 した と こ ろ , 還 元下(図
4)お よ び非還元下の 条件で , と もに 抑制括性 を 25- 34 K dに
相当する ゲ ル 断片に認め た .
Ⅲ ･ 試験管内翻訳産物の生物学的活性
無細胞蛋白合成系で 合成 した産物の 生物学的活性を , 試験管
内で 二 次IgG抗体産生能 で 評価 した . 活性化 お よび 非活性化抗
LId陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ か ら待た mR NA を オ リゴ d T_セ ル
ロ
岬 ス カ ラ ム で精製 し, POly A を有する mR N A を試験管内で
翻訳 した ･ 表 3 に示 す ように , 活性化 Ts か らの 翻訳産物の み
が 抑制活性を示 し, しか も, DN P-K L Hで 免疫 した C57 B L/6
の 脾細胞を用い た場合に 認 め られ , D N P-K L H免疫 B A L B/c
脾細胞 の 系で ほ抑制ほ見 られ なか っ た . また , 非括性化 Ts か
らの 翻訳産物 で は抑制括性 は全く認め な か っ た ｡ 以上 の こ とか
ら , TsF2 は mRNA を 介 して 翻訳 され る蛋白である ことが 示唆
された .
さ らに活性化 34S-281ハ イ ブ リ ド ー マ か ら分離 した m R N A
Fr a ctio n s
Fig.4. Sup pre ssiv e activity of TsF eluted fro m sliced
S D S,P A G Egels. TsF w as e nriched fro m 4,6lof c uitur e
SuPer n at nt by pas sing thr o ugh the Mono Q c olu m n(s e e
figu relqA a nd 2), the Super os e c olu m n, a nd the Pr o-RP C
C Olum n･ On e te nth of the fin al v olu m e(50jll) w a s
Subjected to S DS-P A G E(1 5 %polya cryla mide ge玉) u nder
r edu cing c o nditon s, T he bioIogic al a ctivity sho w n a s
per c e nt s up pr es sion of anti-D N P IgG P F C(ha.tched
､
C Olu m n s) w aste sted on the m aterials(1JLVml in c ultur e)
eluted fro m e v ery gelslic e a sde scribed in M aierials a nd
M e亡hods･ Fr a ctio n s c orr e spo nd to rn ole c ula r w eights :
m o retha n80 kilodalto n s(1). 80-46(2), 46-34(3), 34-25
25-1 9(5), 19-14(6), 1 4-1 0.5(7), a nd <10.5 kilodalton s
T he m e a nP F Cn u mbers士S Dof the c o ntrol r espoTIS e







6翻訳産物の 性状を解析す るた め , そ の 翻 訳産物 を S DS-P A G E
お よ びIE Fの ゲ ル に て分画 した . 次い で , そ れ ぞれ の ゲ ル を小
切片 に 切断 した 後 , 電気的に 抽出を行 い , そ れ らの 抑制活性を
測定 した . 図 5 に 示 す よ うに , 抑制活性は分 子量 23～ 40 K d お
よ び pH 5.5～ 6.2の 範囲 に集中 して い た . こ れ らの 結 果は ▲ 活
性化 34S-281ハ イ ブ リ ド ー マ の 培養 上清を ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
で 解析 した 結果 に 一 致 してい た .
Table3. Sup pre s sor activity of m R N Atr a n slatio npr odu cts
Of Ts hybrido m a
Anti-D N P IgG P F C/1 06 C ultur eCells
Tr anslation
Produ cts a
Un a ctiv ated
Activ ated Ts mR N A
U 1 1 ` - tu Y `■ し - u
Ts mR N A
FLl/ml C57B L/6 B A L B/C C 57B L/6





N 2300±400ム 6190±580 2330±400
350±220 5550±100 1890±640
3 610±220 5880士6 鮒 2520±60 0
1 2210±160 6000±440 3070±680
0.1 2050±470 6250±1190 2250±88
a. Me ss enge rR N A(1.5JLg)fr o m a ctiv ated o r u n a ctiv ated
Tshybri do m a sweretra n slated in vitroinlOOFLlofthe r ab
-
bit retic ulo cytelysate syste m. T he activity ofm R N Apr o
-
du cts w a s a ss ayedin the in viiro se c o nda ry a nti
-D N P P F C
re spo n se s a sde scribed in Mate rhzね a nd Meihods･
b. T hedata sho w m ea nPF Cnumber s±standa rd de viatio n s.
Fr a ctions
Ⅳ . オ ー トラ ジ オ グ ラフ ィ ー を用い た , 活性化および非活性
化坑-1d 陽性 Ts 由来 m R N A翻訳産物の比較
活性化抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ 細胞 由来 m R N A翻訳産
物が抑制活性を有す る こ とが 判明 した た め ,
35
S-メ チ オ ニ ン で
標識 した 活性化 お よび 非活性化抗-Id陽性 Ts の m R N A翻訳産
物 を 2-D Eに か け , オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 用 い て 比較 し
た . 活性 化 お よ び 非活性化 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ そ れ ぞ れ の
m R N A産物 か ら , 250以上 の 蛋白 ス ポ ッ ト が 検出 され た が , そ
れ らの ス ポ ッ ト の 中で , 活性 化さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細胞か ら
の m R N A産物 の み に 出現 し, 非 活性化の もの で は 見られ な い
ス ポ ッ ト が , 2個 存在 して い た ( 図6). それ らの 分子 量お よ び
等電点は そ れ ぞ れ 28K d, PH 5.7 お よ び25 K d, pH 5.5 であ っ
た . こ れ らの ス ポ ッ トは 国 5 で 得 られ た抑制活性を有する分国
の 分子量お よ び 等電点 と 一 致 して い た .
考 察
抗原(K L H) 特異的か つ 達伝的拘束(廿2
b
) を示 すIgG 抗体産
生糸 を抑制す る TsF2 の 生化学的特性に つ い て 解析 した . こ の
TsF2 ほ抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ (34S-281) の 活性化 に
よ っ て 分泌 され る よ うに な る が , そ の 活性化 は Id陽性 K L H特
異的 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ (34S-1 8) よ り分泌 さ れ る 抑制 因子
(TsFl) あるい は そ れ 自身で抑制活性を有す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
K L H抗体と反応 させ る こ と に よ り開始 され る 瑚). Lた が っ て ,
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Fig. 5. Bio chemic ala n alysis of in vitr otr a n slatio n pr odu cts from activ ated 34S
-281mR N Aby S D S
-P A G E【A】 a nd IE F【B】･
T hirty mic r olite rs oftr a n slatio n produ cts(equiv alent to O･45FLg Of m R N A) w er e ap plied to S D S
,P A G E(1 2%polya cryla mide gel)
a nd IE F. Biologic al a ctivity sho w n a s% s up pr e s sio n of a nti-D N P IgG P F C(hatched c olu m n) w a stested o n the m aterials
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-k d(1)･1 3-17-K d
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-K d(9)･ T he m e a nP F C
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抑制 丁細胞因子
こ こ に 示 した TsF2ほ , G A T およ び N P特異的 Ts 糸で 報告 さ
れ て い るTsF2 タ イ プの 抑制因子に 相同す るもの と言え る3)4)18)
抗原 (K L H) で ほ 刺激 されず抗 K L H抗体ある い は 抗原特異的
TsFl で刺激 され る こ と は ょ こ の 34S-281 が抗原結合能を有す る
3 4S檜18 と相補的な レセ プ タ ー 構 造を もつ こ と を 示 して い る .
これ ら の Ts は 抑制サ ー キ ッ トの 初 期相 に お い て 重要な役割を
果たす ･ すな わ ち , Id陽性 Ts は 抗原刺激 に よ っ て 活性化 さ
れ , さ ら に 抗原を 介 して抑制活性 を発現す る最終 ス テ ッ プ の エ
フ ェ ク タ ー Tーs を誘導 し免疫系を調節する . 一 方 , 免疫調節の
初期相 に お け る別 の 抑制系活性化経路 と して , Id陽性 Ts と 相
補的 な抗-Id 陽性 Ts を 中心 とす る経路があ り, 抗原の 介在を 必
要と しな い イ デ ィ オ タイ プ ー 抗イ デ ィ オタ イ プ反応に よ り , 抗
原特異的抑制活性を増幅 して エ フ ェ ク タ ー ーTs に 伝達 しう る も
の と考え られ る .
Ts の 活性化現象に つ い て ほ Pier c eら に よ り G A T-TsF の 系
でも報告されて い る汀). 細胞活性化 の 詳細な メ カ ニ ズ ム は 未だ
解明 され て い ない が , 抑制因子の 産生に は新 たな R N A および
蛋白の 合成が 必要 で あると 思わ れ る . なぜ な ら , 細胞が活性化
され TsF2 が 分泌 される ま で に 要す る時間は , K LH-Ts 系で は
お よそ 8時間8), G A T-Ts 系で は お よ そ16時間で あ り18) , 抑制 国
子が ハ イ ブ リ ド ー マ 自身の 変性や 抑制因子を含む v esicle か ら
Fig･ 6･ Auto radiogra m s of 2- DE on in vitr o tra n slatio n
produ cts fr o m a ctiv ated 【A】 a nd u nactiv ated 【B】 Ts
m R N A･ T he arr o w sindic ate the n ew spots ap pe a ring
after a ctiv atio n. Se e Mate rials a nd Methods. Molecula r
W eights a nd pH poirltS W er edeter min ed by standard
m arker s.
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の 脱顆粒 に よ っ て 放出 され た 可能性ほ否定 しう ると 考え られ る
か らで ある .
抑制 因子 が蛋白質である こ と ほ , ラ ビ ッ ト網状赤血球ある い
は ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル の 卵母 細胞を用い た m R N A翻訳産物 で
抗-D N P IgG 抗体産生が抑制 され た こ と か らも 明 らか で ある
(表3) ･ しかも , 活性化され た Ts 由来の m R N A翻訳産物 で
の み抑制が み られ , 非情性化 Ts 由来の m R N A翻訳産物で は
抑制 は全く認め られ な か っ た . G A T- sF. に お い て もラ ビ ッ ト
網状赤血球 ラ イ セ ー トを用 い た m R N A翻訳産物 が抑制活性 を
示 した こ と が報告 され て い る18). こ の ように , K L H-Ts お よ び
G A T- Ts どち ら の 系に お い ても , TsF の 抑制活性は t 糖 鎖構造
の 修飾を受けず とも発現 しう る . ま た , G A T- sF2 の 糸 で ほ
tu nica mycin を用い て ア ス パ ラギ ソ に 結合す る糖鎖構造 を阻害
して も, 抑制活性は維持 されて い た1T,. 翻訳後の 糖鎖修飾 を は
じめ と する プ ロ セ シ ン グは TsF の 安定化に 寄与して い る 可 能
性は 否定 し得な い が , 以上 の 結 果は抑制活性発現 に プ ロ セ シ ン
グの 過程が 基本的に は必要 で な い こ とを 示 唆する .
TsF2の 生化学的特性 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 解析 した が , ゲ
ル 濾過法で ほ 分子量は 22～ 37 K dで あり( 図1C), ク ロ マ ト フ ォ
カ シ ソ グに よ る等電点は pH 6.0～ 6.1 であ っ た (図1 B). ま た ,
逆相 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー か ら抽出 した抑制活性を有する分画を
S D S-P A G Eで さ ら に 精製 し , ゲル 切片 か ら抽出 した物質 に お
け る抑制活性を解析 して得 た分子 量も 25～ 34 K dの 範囲 であ っ
た ( 図4)･ そ の 分子 量は還 元下条件で も非還元下条件でも変化
ほ なく , 抑制活性 の 発現に 共有結合を必ず しも必要 と しな い こ
と が 示唆 され た . TsF2が S D Sに よ っ て 変性を受け る可能性 ほ
否 定 し得な い が , 他の 抗原特異的 TsF で S D S処 掛 こ抵抗性 を
示 す こ とが 報告され て お り 胴 )21), S D Sに よ る変性を受けた と し
て も部分的であり生物学的活性 が維持され た と 考え られ た .
さ ら に 図 5に 示 した よう に , 網状赤 血球で 合成 した蛋白質を
S D S-P A G Eに かけ 同様に 抑制活性を有する分画を 調 べ た 結果
に お い て も , そ の 分 子量は 23～ 40 K dで , 還元 下, 非還元 下条
件 で 変化は なく , ゲ ル 濾過法 に よ っ て 得 られ た結果と ほぼ 一 致
す る結果であ っ た . 以上か ら
,
こ の 抑制因子が抑制活性 を示 す
際 に は 他の 分子と の 共有結合を 必 要と せ ず, Lか も こ の 因 子は
一 本鎖で 構成 され る と推測 した . 一 本鎖か ら な る他の 抑制国子
に つ い て は , W ieder らが GA T-Ts 系に お い て 報告 して い る18).
そ れ に よ る と G A T-TsF. は 16SrnR N A か ら翻訳 され , 無細胞
蛋白合成系で作成 した 蛋白 を S D S-P A G Eで 分 離 した 場合 ,
1 9 K dの 分画 に 抑制活性がある こ とが 示 さ れ て い る.
活性化 34S-281ハ イ ブ リ ド ー マ の 無血 清培養液 4600血 を ク
ロ マ ト グラ フ ィ ー を用 い る こ と に よ り, 抑制国子 の 活性を 1.5
×104倍に ま で濃縮 し待 たが (表 2), オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム 上 に バ
ン ドと し て 捕 ら え る こ と が 出来な か っ た . kr upe n ら お よ び
Tur ck らは G A Tを 用 い た糸 で 同様に 抑制国子の 濃縮を試 み ,
6 リッ トル の 培養上 清か ら 2/` g の TsFl を , また50リ ッ ト ル
の 培養上 清か ら10〃g の TsF2の 精 製に 成功 した と報告 して い
る
20)Zl)
. 我 々 の 実験系か ら TsF2 濃度 を 評価す る こ と は 困難 で
あ っ たが , オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム 上 に 表現 され , 分子構造 の 解析
を行う に は精製に入 る前に よ り多量の 培養上清が必要で ある と
考 え られ る.
一 方 , ラ ビ ッ ト 網状赤血球を用い て , 活性化 お よび非情性化
掛Id陽性 Ts ノ ､ イ ブ リ ド ー マ の m R N A より蛋白を合成 し, そ
の 抑制活性 お よび 2-D Eで の 両者 の ス ポ ッ ト の 展 開を 比較 し
8 松
た . そ の 結 果, 活性 化抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ 由来 の 翻訳
産物の み が 抑制活性 を有 して お り (表3), 分子量 28 K d, PH
5.7 と分子量 25Kd, PH 5.5の 2個 の ス ポ ッ トが ハ イ ブ リ ド ー マ
の 活性化に 伴 っ て 出現 した こ とが 判明した . これ らの ス ポ ッ ト
ほ S D S･P A G Eお よ びI E Fで 分画 した ゲル か ら電気的に 抽出 し
抑制活性を検討 した 実験( 図5) で示 され た 分子量 23～ 40 K d,
等電点5.5～ 6.2の 範囲 に 存在 して い る . 従 っ て , これ らの どち
らか の ス ポ ッ ト が 抗-Id陽性 Ts か ら分泌され る TsF2で ある可
能性が高 い と思わ れ た .
Im ai ら ほ こ の 抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ の T細胞抗原 レ
セ プ タ ー 遺伝子 の 解析 を行 い , Ts レセ プ タ ー に α 鋪 道伝子が
使用 され て い る が , β鎖お よ び γ 鎖遺伝子ほ使用され て い な い
こ とを 報告 した22). A dorini らは抗原特異的抑制因子 を分泌す
る Ts の レ セ プ タ ー が α 鎖と β鎖 との ヘ テ ロ ダイ マ ー か ら構成
され , 抗原 レ セ プ タ ー に 相同な mR N Aを用い て 合成 した蛋白
が抗原特異的 TsF の 産生を誘導 した と 報告 して い る
お)
. 現在の
と こ ろ K L H特異的抗-Id陽性 Ts ハ イ ブ リ ド ー マ の 抗原 レ セ プ
タ ー の 分子構造ほ完全 に は 解明 し待て お ら ず, ま た , レ セ プ
タ ー 相 同 m R N A産物 が機能活性 を有するか どうかも確認され
て い な い . 今後抑制困子の ア ミ ノ 酸配列の 決定お よ び 抗原 レ セ
プタ ー 構造 の 解析 , さ ら㌣こは T細胞 レ ベ ル で の イ デ ィ オ タ イ プ
･ ネ ッ ト ワ ー ク の 解析 な ど , 免疫 系の 高次機能の 解明が必要で
あると思わ れ る .
結 論
抗-Id 陽性 Ts(34S-281)は , Id 陽性 Ts(34S-18) と相補的 レ
セ プ タ ー 構造 を有 し , と もに 抗原(K L H) 特異的, か つ 遺伝的拘
束性(H-2b)を 有す る免疫反応の 抑制活性発現に関与 して い る .
さ らに 抗-Id陽性 Ts は活性化の 後 , 抑制 丁細胞因子(TsF2)を
分泌する こ と に よ り , こ の 抑制活性が発揮され る . こ の TsF2
の 生化学的特性お よび 分子 学的解析 を試み , 以下 の 結論 を 得
た .
1 . 無血 清下 に 培養 した 34S-281の 培養上暗 にも K L H特異
的で遺伝的拘束性 を 示 す抑制活性 が存在す る こ と が 確認 され
た . そ の 培養 上 清 よ り TsF2 の 精 製 を 種 々 の ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で 行い , 抑制活性 を1.5×104倍 まで濃縮 し待た が , 回収
率は10%に と ど ま っ た .
2 . TsF2の ゲ ル 濾過法 に よ る分子 量ほ 22-37 K d であり , ク ロ
マ トフ ォ カ シ ソ グ で 求め た 等電点 は pH 6.0 - 6.1の 範囲で あ っ
た . ま た , SDS-P A G E から電気的に 抽出 した物質の 抑制活性
も還元下 , 非還元下共 に 分子 量 25 づ4 K dの 範囲に 認め られ た .
3 . 無細胞蛋白合成系を用 い た 系で は , 活性化 34S-281由来
の m R N A産物の み が , 培養上清 と 同様 の 抗原特異的か つ 遺伝
的拘束性 を有す る抑制活性を 示 し , 非 活性化 34S-281由来 の
m R N A産物 で は 抑制活性 は 全く 認 め ら れ な か っ た . S D S-
PA GE か らの 解析 でそ の 分子量は 23-40 K d であ り , I E F から
求め た等電点は pH5.5 - 6.2で あ っ た . さ ら に , 2-D Eに か けた
オ ー トラ ジオ グ ラ ム 上 で の 比較 で は , 非活性化 34S 胡 1由来
mR N A産物で は認め られ な い 新た な 2 つ の ス ポ ッ ト の 出現 を
活性化 34S-281由来 m R N A産物 に認め , そ の 分子量お よび 等
電点は 28K d, pH 5.7 お よ び 25 K d, pH 5.5 であ っ た .
以上 の 結果か ら , 2 つ の ス ポ ッ トの い ずれか が TsF2 で あ る
可能性が示唆 され , また , TsF2 が共有帯合を有さ な い 蛋 白質
と して抗体産生に おけ る抗原特異的であ りか つ 遺伝的拘束性を
有す る抑制活性の 増幅 に 関与する と 考え られ た .
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Abstract
Wb describeherethebio che micalproperties ofsuppressorT cellfactor(7b F2)releasedfr o m aniducible anti-idiotypic
Tc ellhybri do m a(C57BL/6T cell X BW514 7), Which m ediates antigen(keyholelimpethe m ∝yanin)specific andgen edc al-
1y(H-2b)resd cted sup pressio n of IgG plaque-forming cellre sponses. T his secr et ed factorwa spuri fied by sev e ral chro-
m atographic alsteps uslng anio n e xchange, Chr o m atofoc uslng, gelfiltration andre versedphase col um n S･ Wbex amined the
SuPpreSive activitybyin vitro 且m ctio nalassayln e a Ch負
･
a C tio n ofchro m atography and in the m aterials elutedfr o mgels of
SOdium dodecylsulfatepolyacrylamide andis oelec由 c foc uslng. T hr oughthesepuri丘cation steps, We deter min edthe
m olec ular weight(S) (22-37- Kd) and the pIpoin t(S) (6.0-6.1) ofthis factor and obtained l.5×104 tim es e nrichm e nt.
Me s s e nger RNApr oducts of thehybrido m a tr an Sl ted in the r abbit retic ulu ytelysate syste m w ere similarly examined. and
thefLm Ctional1y active m olecule w as se cn to migrate toalm osthe sa m e m olec ular Weight(S) andpIpoint(S)r angeaSthose
OfsecretedTW･ Ba s edonthc abo vedata, W e SpeC ulatethatth is m olec uleis c o mpos edofa slngle ch ain, and isbiologically
active･･Co mparis onofautor adiogr am S O ni vitr otr an Slationpr oductsbetw ee n activ ated andrestinghybrido m as bytw o-
dim ensionalgelelecb
･
OPhoresi , Sho w ed thatthe m olec ular w eights andpIpolntS Oftw o spots ne wly ap pearinga触 racdva-
tion, W e r e COn C Ordant With the data on se creted T §E sug gesting that o ne of thesetw o spots r epresents the fun ctio n al
m olecule whichc auses antigen speCi丘c andgen edcal1yresbicteds uppressio n ofIgGrespo nses･
